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CMP- 神经氨酸羟化酶（CMAH） 基因，而 CMAH 是合成
LC-MS/MS法检测猪内脏和肌肉中 N-乙酰神经氨酸、N-羟乙酰氨酸和
脱氨神经氨酸浓度的研究 *




唾液酸从糖脂或糖蛋白链上解离下来后进样分析。色谱条件：色谱柱为 ZORBAX Eclipse Plus C18（5 μm，4.6×250 mm，Waters），
流动相为 0.1 %醋酸铵 -100 %乙腈（9:1），柱温：25℃，流速 800 μL·min-1，进样量 20 μL。质谱条件：离子源为电喷雾化离子源
（ESI），扫描方式为多重反应监测 （MRM），监测离子对：Neu5Ac：307.7→87.0，Neu5Gc：323.3→116.0，KDN：266.7→
87.0，13C3Neu5Ac内标品：310.9→90.0。结果：Neu5Ac、Neu5Gc和 KDN分别在 0.1~20.0、0.05~10.00和 0.005~1.000 μmol·L-1的
浓度范围内和对照品与内标峰面积比值线性关系良好，重复性平均 RSD为 1.2 %，稳定性平均 RSD为 1.9 %，日间和日内精密度试
验 RSD均小于 6.7 %，平均回收率为 92.9~106.4 %。结论：本方法简便、快速、灵敏度高，可广泛运用于组织和体液中唾液酸的测定。
关键词：液相色谱 -三重四级杆质谱联用；N-羟乙酰神经氨酸；N-乙酰神经氨酸；脱氨神经氨酸；猪内脏组织
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ABSTRACT Objective: To establish an LC-MS/MS method for the detection of N-acetylneuraminic acid (Neu5Ac),
N-glycolylneuraminic acid (Neu5Gc) and 2-keto-3-deoxy-D-glycero-D-galactonononic acid (KDN) in organ meats and muscle of pigs.
Methods: Tissues were acid hydrolyzed with trifluoroacetic acid (TFA) to get ganglioside-bound and glycoprotein-bound sialic acid,
followed by injected and analyzed. The analysis was performed on an ZORBAX Eclipse Plus C18 (5 μm, 4.6×250 mm, Waters)
column, and the mobile phase consisted of 0.1 % ammonium-100 % acetonitrile (9:1), the flow rate was 800 μL/min, the temperature
was maintained at 25 ℃, injection volume was set up 20 μL. Negative electrospray ionization (ESI) and multiple reaction monitoring
(MRM) mode was used, MRM: Neu5Ac: 307.7→87.0, Neu5Gc: 323.3→116.0, KDN: 266.7→87.0, 13C3Neu5Ac (IS): 310.9→90.0.
Results: The ratio of internal with standard sample peak area and content of Neu5Ac, Neu5Gc and KDN showed good linearity in the
range of 0.1~20.0, 0.05~10.00, and 0.005~1.000 μmol/L, RSDs of the repeatability and stability were 1.2 % and 1.9 % , Intra- and
inter-day RSDs were all lower than 6.7%, the recoveries of sialic acid were 92.9~106.4%. Conclusion: The established method is simple,
accurate and rapid, higher sensitivity and can be applied to determination of Neu5Gc, Neu5Ac and KDN in tissues and fluid of animals
and human.
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Neu5Ac 307.7/87.0* 5 90
307.7/169.8 5 90
Neu5Gc 323.7/185.8 8 90
323.7/116.0* 8 90
KDN 266.7/87.0* 15 90
266.7/128.9 15 90
IS 310.9/90.0* 5 90
310.9/172.9 5 90
表 1四种物质的监测离子对、碰撞气能量和分段电压
Table 1 Monitoring ion pairs, collision energy and fragmentation voltage of the four pounds
*Means quantitative analysis of ion pairs
Neu5Gc的关键酶[11,12]。然而在人体内癌症组织和胎儿中仍能检

















图 1 Neu5Ac、Neu5Gc和 KDN的化学结构














1.3.1色谱条件 色谱柱为 ZORBAX Eclipse Plus C18（5 μm，
4.6×250 mm，Waters），保护柱为 Eclipse Plus C18（4.6×12.5
mm，5 μm），流动相为 0. 1 %醋酸铵（A）-100 %乙腈（B），梯度
洗脱（0~0.5 min 100% A，0.5~3.0 min 10 % B，3.5~4.0 min 100
% A），流速 800 μL·min-1，柱温 25℃，进样量 20 μL。
1.3.2 质谱条件 离子源为电喷雾化离子源（ESI），源温度






浆液 500 μL，然后于 4℃，12000×g离心 20 min，将上清液用
0.22 μm 的有机滤膜过滤，取滤液加入一定量内标进行
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表 2唾液酸标准曲线数据

















10.0（1.0） 5.0（1.0） 0.5（1.0） 82.5 2.0 0.1 0.05 0.005
20.0（1.0） 10.0（1.0） 1.0（1.0） 67.0 2.0 0.2 0.10 0.010
40.0（1.0） 20.0（1.0） 2.0（1.0） 36.0 2.0 0.4 0.20 0.020
1.0（100.0） 0.5（100.0） 5.0（1.0） 91.5 2.0 1.0 0.50 0.050
2.0（100.0） 1.0（100.0） 10.0（1.0） 85.0 2.0 2.0 1.00 0.100
4.0（100.0） 2.0（100.0） 20.0（1.0） 72.0 2.0 4.0 2.00 0.200
10.0（100.0） 5.0（100.0） 0.5（100.0） 82.5 2.0 10.0 5.00 0.500
20.0（100.0） 10.0（100.0） 1.0（100.0） 67.0 2.0 20.0 10.00 1.000






















1.3.7 稳定性试验 取同一份对照品混合溶液，分别于 1、2、
4、6、8 h时测定 Neu5Gc、Neu5Ac和 KDN的峰面积，观察其稳
定性。





配制的浓度对照，以 1 d内测得的各物质浓度计算日内 RSD，
连续测定 3 d，计算日间 RSD，计算本方法的精密度。












Neu5Ac 的 标 准 曲 线 为 y=0.319x+0.0506，r=0.9988；
Neu5Gc的标准曲线为 y=0.251x+0.0841，r=0.9998；KDN的标
准曲线为 y=0.253x+0.00169，r=0.9996，表明 Neu5Ac、Neu5Gc




连续进样 5 次，Neu5Ac、Neu5Gc 和 KDN 峰面积的 RSD
分别为 2.4 %、0.6 %和 0.8 %，说明该方法重复性良好；同一份
对照品混合溶液，分别于 1、2、4、6、8 h 时测定 Neu5GAc、
Neu5Gc 和 KDN 和的峰面积，RSD 值分别为 1.6 %、3.0 %和

















表 3 Neu5Gc、Neu5AC和 KDN在低、中、高三个浓度的精密度和回收率
Table 3 Precision and recovery of Neu5Ac, Neu5Gc and KDN
Item Concentration Intra-day (RSD, %)) Inter-day (RSD, %) Recovery RSD
(μmol·L-1) (%) (%)
Neu5Ac 0.1 3.6 2.2 92.9 7.8
0.10 6.7 6.3 96.8 3.2
20.00 4.2 4.4 101.3 5.7
Neu5Gc 0.05 3.7 6.2 94.3 4.3
0.50 2.9 1.3 98.4 3.8
10.00 2.8 1.1 106.4 4.2
KDN 0.005 5.9 4.1 94.7 6.5
0.050 2.7 6.7 96.3 3.9
1.000 3.1 6.8 102.4 3.4
图 2 KDN、Neu5Ac、Neu5Gc和 13C3 Neu5Ac的色谱总离子流图
Fig. 2 The chromatograms of KDN, Neu5Ac, Neu5Gc和 13C3 Neu5Ac
表 4猪内脏和肌肉中 Neu5Ac、Neu5Gc和 KDN的浓度







Lung 4.1 6.5 0.2
Kidney 1.9 6.7 0.1
Heart 2.8 1.2 0.1
Liver 5.2 2.7 0.3
Muscle 1.1 0.3 0.1
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